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TrkA機能を拮抗する合成細胞膜透過ペプチドによるマウスにおけ
る神経障害痛の抑制作用
【研究の目的】
神経障害痛は末梢や中枢神経における感覚伝導路の障害または疾患によつて通
常発症する痛みで、その治療は現在においても困難である。一方、神経成長囚子
(nerve grOwth factor;NGF)とその高親和性受容体のTrkAは末梢性神経障害痛発
症の病態生理に深く関与しており、神経障害痛の新規治療薬のターグットとして
考えられている。申請者らはこれまで、このTrkAのチロシンキナーゼ活性を直接
抑制する新しい細胞膜透過性ペプチ ドのIPTRK3を開発し、ラットにおける侵害受
容痛を十分抑制する作用をもつことを明らかにしてきた。本研究ではマウスの坐
骨神経を部分結繁(PSNL)して生じる神経障害痛に対するIPTRK3の鎮痛効果と、軽
微な刺激で誘発される脊髄のFos発現に及ぼす影響を検討した。
【方法】
実験動物はddYマウス雄 (実験時の体重が30-40g)を用いた。セボフルラン麻
酔にて、左坐骨神経を注意深く剥離し、神経の厚さの 1/3から1/2を80絹糸で
強く結繁した(PSNL)。シャム手術のマウスでは坐骨神経を剥離したが結繁はしな
かった。
マウス下肢における熱刺激過敏反応はプランターテス ト(Mode1 7370 Plantar
Test,Ugo Basile,Milan,Italy)を用いて測定した。左下肢足底部中央に熱刺激
を加え、熱刺激に対する逃避行動を起こすまでの時間を測定した(熱刺激 PWT)。
機 械 刺 激 過敏 反 応 はエ ステ シオ メー タ (Mode1 37400 Dynamic Plantar
Aesthesiometer,Ugo Basile,Milan,Italy)を用いて測定した。機械刺激は細い
鈍針を用いて左下肢足底都中央に加え、刺激に対する逃避反応を起こすまでの時
間を測定した(機械刺激 PWT)。それぞれの測定は、インターバルを10分とした 5
回の計測を行い、平均値を測定値とした。
脊髄におけるFos発現は免疫組織化学法を用いた。セボフルランによる深麻酔
下にマウスの心臓よリホルマリンを還流し、脊髄を注意深く摘出してL4-L5レベ
ルで40 μmの厚さの切片を作成した。切片は抗 ∝fos抗体と共にインキュベー ト
し、脊髄第 I一H層(浅層)と脊髄第 HI VI層(深層)におけるFos陽性神経細
胞の平均数を計沢Jした。
熱刺激 PWTイまPBNLの1日前と2日前、および2日後と6日に測定した。7日後
にリン酸緩衝液(PBS)のみ(O mg/kg群)またはIPTRK3を溶解したリン酸緩衝液 (2
mg/kg群と10 mg/kg群)をマウスの腹腔内に投与し、投与1時間後、4時間後、8
時間後に熱刺激 PWTを測定した。さらにPBNLの8日後、9日後、10日後および
14日後にも測定した。機械刺激PWTについても他のマウスで同様に測定した。
また別のマウスを用いてPSNL7日後に脊髄におけるFos発現を誘導するため、
10mg/kgのIPTRK3を腹腔内投与する1時間前に左下肢足底部に無麻酔で接触刺激
を行つた。マウスは以下の 6群に分けた (shamtt PBSのみ腹腔内投与十接触刺激
あ り又 は な し、PSNLttPBSのみ 腹 腔 内投 与 十接 触 刺 激 な し又 は あ り、PSNL tt IPTRK3
腹腔内投与十接触刺激あり又はなし)。
【結果】
PSNL 6日後、すべてのマウスで熱刺激PWLは低下した。7日後に投与したIPTRK3
により、熱刺激PWLは2日間増加した。機械刺激PWLもPSNL6日後に低下し、IPTRK3
投与 1時間後に増加して 1-2日間増加は継続した。
Fos I易―性細胞の数は接触刺激がない状態では非常に少なく ((13個/切片)、 3群
間 (sham+PBS,PSNL+PBS,PSNL+IPTRK3)で有意差はなかった。接触刺激後は Fos
陽性細胞の数は sham+PBSで少数認められたが、PSNLttPBSでは脊髄浅層と深層と
もに有意に増加した。しかしIPTRK3投与によりFos陽性細胞数は脊髄浅層と深層
ともに有意に減少した。
【考察】
PSNL7日後に腹腔内投与したIPTRK3は、投与1時間後に熱過敏反応とアロディ
ニアを共に抑制し、その効果は2日間継続した。また神経障害痛モデル動物では、
非侵害刺激である接触の反復刺激などが脊髄におけるFosレベルを増加させ、ア
ロディニア反応に呼応する。本研究では PSNL7日後における接触刺激によるFos
発現をIPTRK3は脊髄浅層と深層ともに抑制した。脊髄浅層の侵害刺激に反応する
無髄求心繊維(C and Aδ)の神経終末があり、深層には非侵害刺激に反応する有髄
求心繊維(Aβ)の神経終末が存在する。IPTRK3によるFos発現の抑制とアロディ
ニアの抑制は、侵害刺激と非侵害刺激に関わる求心繊維間のTrkAを介した活動抑
制が関与しているかもしれない。
【結論】
TrkA活性抑制作用をもつ合成細胞膜透過性ペプチドの腹腔内投与は、末梢神経
損傷後の過敏反応とアロディニアを抑制する。TrkAをターグットにする合成ペプ
チドは神経障害痛に対する新規治療薬となる可能性がある。
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